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研究成果の概要：LVAD 長期装着例で左心室負荷軽減により心機能が改善し LVAD から離脱でき

る症例を経験することがあることから、重症心不全に対する細胞移植治療の可能性を検討する

基礎実験を計画した。Unload心として特徴的な Ono-Lindsey モデルをラットを使っておこなっ

た。また重症心不全の治療に対する体外循環・補助循環についても調査・研究し、成果を拡大

することが可能になった。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 12,800,000 3,840,000 16,640,000 

2007 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

2008 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

年度    

  年度    

総 計 15,800,000 4,740,000 20,540,000 

 
 
研究分野： 医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・外科学一般 
キーワード：心不全、補助循環、細胞移植治療、体外循環、人工心肺回路、心不全治療 
 
１．研究開始当初の背景 
 
悪性腫瘍の無い循環器領域では心不全は

“悪性疾患”の一つといっても過言ではなく、

しばしば治療に難渋する。心臓の収縮弛緩は

心筋細胞内の Ca2+により制御されるが、Ca2+

は心筋細胞膜の興奮を心筋細胞の収縮に変

換する情報伝達物質であると同時に、心筋の

収縮力を決定する機能調節物質であり、Ca2+

は時間的および空間的に調節されている。

Ca2+汲み出し機構には、心筋小胞体
Ca2+-ATPase (SERCA2a), Na+/Ca2+ exchanger, 
形質膜 Ca2+-ATPase, ミトコンドリアの Ca2+ 

uniportなどがあり、この 4つの内、SERCA2a
を介した心筋小胞体への取り込みが機能的

に最も大きな役割を果たしている。しかも、

SERCA2a による Ca2+汲み上げは病態で変化

し、心機能を規定する要因になっている。 
重症心不全の治療に諸外国では心臓移植

が選択されるが、本邦では症例が限られ、そ

のため左心補助人工心臓 (LVAD)を含む
mechanical assist deviceを発展させ、長期間の
LVAD使用を可能にした。LVAD 長期装着例
で左心室負荷軽減により心機能が改善し

LVADから離脱できる症例を経験した。この
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事実は、LVAD駆動中に適切な治療を行うこ
とにより心不全患者の心機能を正常近くま

で回復させうる可能性を示唆している。 
近年の心不全研究の成果は新しい心不全治

療法である遺伝子治療(Gene Therapy: GT)お
よび細胞移植治療(Cell transplantation: CT)の
可能性を示唆している。遺伝子治療では

SERCA2a により生存率の改善が報告されて
いる。細胞移植治療は心機能の回復を期待し、

心筋への発達分化が望める幹細胞、新生児・

胎児心筋細胞等の細胞を移植し、心移植に代

わる治療法としてばかりでなく、VADとの併
用療法、あるいは内科的治療下の心不全患者

にも心機能の回復を可能にする治療法として

期待される。GTおよび CTの両治療法は心移
植前の LVAD 駆動中に試みることが可能であ
り LVAD との併用療法としても期待すること
ができる。 
 移植される細胞が心機能を改善し、心不全
治療に効果が現れるには、a)効率的にレシピ
エント心臓内に取り込まれ、b)患者の心臓の
心筋細胞と良好な関係を保つことが可能で、
c)用いた細胞が計画した通りに機能すること
が重要である。ところが、諸要因は、心不全
患者の心臓における環境に大きく影響を受け
る。以上より、mechanical assist device駆動患
者に対する細胞移植治療を併用したときの効
率良い臨床応用には、心不全心の unloading時
の細胞治療に関する研究が不可欠であること
は言うまでもない。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、最近、分子生物学的に解明

されてきた心不全の機序、中でも SERCA2a
との関わりに注目し、内科的治療に抵抗性の

心不全に対し、移植にかわる治療法を開発す

ることである。本研究では、LVAD 使用によ
るunloading時といった条件を設定し、neonate 
cardiomyocytes および bone marrow stromal 
cellsといった未熟な細胞を使い、細胞治療の
特徴を生かし、より効率良く行うことに焦点

を絞って研究する。より具体的には、旧来か

ら多用されてきた移植実験モデルである

Ono-Lindsey法を unloadingモデルとして用い
ることに加え、新しい Transgenic ratであるヌ
ードラット(rnu/rnu)をレシピエントに、また
green fluorescence protein-transgenic (GFP)ラッ
トからの細胞を用いるといった以前では考

えられなかった組み合わせを採用すること

により in vivo において移植細胞の追跡を可
能にしている。この研究は、LVAD 装着中の
心不全心の機能回復を可能にする治療への

発展を目指すばかりでなく、将来の高機能化

への基礎ともなりえ、最終的には内科治療中

の心不全の治療にも大いに貢献するもので

あると考える。 
 現在、人工心臓を用いての治療戦略は、

bridge to transplant から bridge to total recovery
に移行しつつある。①心不全心の治療法とし

て遺伝子治療および細胞治療が付加療法と

して期待できるが、今回は特殊な設備が必要

ない細胞移植治療を利用する。②Ono-Lindsey
法は古典的な心臓移植モデルであるが、補助

人工心臓装着下の unloading モデルとして使
用できる。④unloadingモデルに大動物を使用
することがほとんどであったが、本計画では

小動物であるラットを用いることが可能で

あるため、cost-effective であり、定量的評価
が容易である。⑤免疫不全ラットおよび GRF 
ラットなどの transgenic ratを用いることによ
り、また使用動物の♂と♀の組み合わせによ

り細胞の由来の鑑別が正確に行えるばかり

でなく、生きた細胞を追跡可能であり、⑥心

不全心として心筋梗塞あるいは doxorubicin
による薬剤性心筋症を用いるが、両心不全モ

デルは最もよく使われおり、それを異所性心

移植するため、完成度の高い慢性心不全モデ

ルに対する unloading の効果を捉えることが
可能である。⑦unloading下での細胞治療の細
胞生着率を求めることにより、細胞環境の至

適条件の決定に役に立ち、併用療法の最適な

条件を求めるために不可欠であるばかりで

なく、mechanical assist deviceの効果を最大限
に発揮させることを可能にし、その結果、将

来、より多くの心不全の心機能回復を得るこ

とを可能とすることが期待される。 
 心不全と SR Ca2+-ATPase (SERCA2a)：心不
全のあるヒトの心筋細胞内で Sarcoplasmic 
reticulum (SR) へのカルシウム回収を行う SR 
Ca2+-ATPase (SERCA2a) 及びこれの抑制因子
Phospholamban (PL)が心筋の収縮・拡張障害
に関与していることが明らかにされた

（Hasenfuss G, 1994）。心臓移植時に摘出され
たレシピエントの心不全心では SERCA2a 
mRNA発現が低下していた(Arai M, 1993)。そ
して、ラットの心不全モデルで SERCA2a あ
るいは PL を遺伝子導入にて用いたところ、
延命効果が認められ、また心機能が改善した

と報告された（del Monte F, 2001）。 
心臓における細胞治療：Mouseおよびイヌ
にて、fetal cardiac myocyte を心臓に用いて
intercalated diskおよび gap junctionsを観察し
た(Field LJ, 1994)。また、また移植する細胞
として骨格筋細胞の利用も試みられた。心不

全モデルとして心筋梗塞および薬剤性心筋



症の使用が多いが、実験動物のこれらのモデ

ルにおいて細胞治療により心機能の改善が

認められたと報告されている（Murry CE, 
2002）。移植細胞には positive effectがあると
されているが、宿主心筋との接合性、心機能

への寄与のメカニズム、移植後の発達・発育

に関しては議論が多く、未だに解明されるに

至っていない。正常機能の心臓では、

unloading により心筋細胞の萎縮が起こるが、
薬剤性心筋症（doxorubicin）による心不全を
unloading したところ、心筋細胞内の
SERCA2a レベルが改善した（Takaseya T, 
2004）と報告されている。この報告から考え
ても、unloadingに細胞治療を試みる価値は充
分にあると考えたが、心不全心を unloading 
しての遺伝子治療および細胞治療に関して

の研究報告はほとんどなく、本研究において、

興味深い研究成果が得られることを期待し

た。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 使用動物 
① Green fluorescence protein-transgenic rat 

(GFP-rat, CZ-004)の新生児(♂)：①新生児
心筋細胞(Isolated neonate cardiomyocytes: 
INC)を作製。②Bone marrow stromal cells 
(MSCs)(♂)を採取。CZ-004 (Ref. Okabe M, 
1997)を使用。 

② Nude rat (rnu/rnu)：異所性心移植のレシピ
エントにヌードラット F344/NJcl-rnu 
(rnu/rnu) (♀)を用いる。体重 200g以上の
8週齢。１セット 5匹、計 25匹を使用。 

③ SD rat:ドナー心。および手技の確認 
 
(2)ドナー心は心不全および正常心臓の 2群 

①不全心群： 
a. 心筋梗塞モデル(Rat- MI)：Isoflurane
による吸入麻酔、人工呼吸下に左開胸。
LAD ligation 

b. 薬剤性心不全心：Doxorubicin の腹腔
内投与（2.5mg/kg, 3回/w, 2週間、計 6
回投与） 

c. positive controlは心不全作製し、摘出
せず同所でそのまま経過観察。 

d. 細 胞 移 植 し 、 異 所 性 移 植
(Rat-HF-CT-HT)  

e. 細胞移植せず異所性移植(Rat-HF-HT)  

②正常心臓のコントロール群： 
a. negative control (Rat-Con)：摘出せず、
同所でそのまま経過観察。 

b. 細胞移植し、異所性移植 (Rat-Con 
-CT-HT)  

c. 細胞移植せず異所性移植 (Rat-Con- 
HF-HT) ） 

 
3) 細胞治療用細胞の作成 
① 新生児心筋細胞分離：GFP-transgenic rat
の新生児の心臓を、collagenase, pancreatin
を使用し単細胞レベル (Isolated neonate 
cardiomyocytes: INC) に分離。分離したも
のを培養し、GFPの発光状態を確認。 

② Bone marrow stromal cells (MSCs)の採
取:CZ-004(♂)の両側大腿骨および脛骨
より骨髄を抽出し、培養液（α-MEM, 
20% FCS, 2mM L-gultamine, 抗生剤）にい
れ攪拌、濾過。4日間培養。 

 
(3)手術手技：ドナー側 
① ヘ パ リ ン 500U/kg を i.p. 後 、

70%CO2/30%O2下にドナーを屠殺。ドナ

ー心を採取。 
② 冷却した心筋保護液を採取したドナー

心臓の冠動脈に注入し、残存血液を除去。 
③ ドナー心処理を下記の①-③の 1 つ選び、

ex vivoに逆行性に冠静脈より注入、投与
後 5分間放置。 

a. 新 生 児 心 筋 細 胞 (Isolated neonate 
cardiomyocytes: INC) (培養液中) 

b. Bone Marrow stromal cells (MSCs) 106

個（培養液中）。 
④ PBS のみ(Ca と Mg が入っていないもの
を使用。) 

 
(4)手術手技：レシピエント側 
① 術前、レシピエント-ラットに抗生剤 5％

Baytril i.m 投 与 。 吸 入 麻 酔
(Isoflurane+100%O2, pentobarbital sodium 
0.5mg/kg等）にて維持。ヘパリン 500U/kg
を投与。 

② マイクロサージャリー用器具を用い、

Ono-Lindsey法にて異所性移植する。8-0
プロリンにてドナー心の大動脈、肺動脈

をレシピエントの腹部大動脈、下大静脈

に各々吻合する。閉腹は 4-0バイクリル。 
③ 術後の飲料水中に抗生物質（2.5%Baytril 

0.4ml per 100ml water）を加え術後感染を
予防。 

 
(5)術後経過中のレシピエント内にあるドナ
ー心の心機能評価 
① 評価時期：a.吻合直後、b.閉腹前、及び、

c.移植心を取り出し標本採取直前 
② 心機能の測定： P-V loop を描くのに

ARIA システム（Millar 社）をもちい、
カテーテルは、model SPR-832 (12cm, ref 



840-8110)を用いる。アプローチは開腹し
てあるので心尖、あるいは頸動脈から行

う。Heart rate, End-systolic volume and 
pressure, End-diastolic volume and pressure, 
Cardiac output, Stroke work, Ejection 
fraction, End-systolic and diastolic 
pressure-volume relationship, Maximum 
and minimum dP/dt, Maximum and 
minimum dV/dt, Maximum elastance 
(Emax)を検査する。 

③ 心エコー検査：非侵襲的心機能検査を

HDI-5000 ( SONO CT機能付き)で行う。 
 
(6) 移植したドナー心を腹部から摘出後の評
価 
① 心室重量(LV, RV)の計測：心肥大時の組
織学的評価も同時に行う。 

② カ ル シ ウ ム 調 節 蛋 白 Sarcoplasmic 
reticulum Ca2+ ATPase (SERCA2a), 
Na+/Ca2+ exchanger (NCX), Phospholamban 
(PLB)等の測定：Western blot法, RT-PCR
を用いる。 

③ 移植細胞の同定および確認： GFP(+)の
新生児心筋細胞が adult nude rat (rnu/rnu) 
の心臓に移植したあと、1-2 週間後に生
存し、しかもその存在が同定できるか。

心臓を液体窒素に入れて処理し、包埋に

Cryo-M-Bed を使用。凍結組織切片は
cyclotome を用いる。必要ならば Y 染色
体の確認を行う。 

④ 新生児心筋細胞の発育状態及びホスト

心筋細胞との細胞間接合の確認：α, 
β-MHC を心筋の発達レベルの指標にし、
Connexion-43をホスト心筋細胞と移植細
胞間接合の指標とする。 

⑤ 心筋細胞の収縮機能及び拡張機能の評

価：移植された新生児心筋細胞及びレシ

ピエントの心筋を細胞単位レベルに分

離。digitalized cell edge-detecting system 
(IonOtix社)を用いてランゲンドルフ装置
中の心筋細胞を電気刺激し、 Ca2+ 
transient 及び収縮率、収縮速度などの収
縮能、および拡張速度を測定する。 

⑥ 透過電子顕微鏡検査：細胞の接合状況を

観察 
 
なお、本研究は学内の倫理委員会の許可を得
て行い、動物実験に際し動物愛護に努めて行
うこととした。 
 
 
４．研究成果 
(1) ヌードラット（8週齢）をレシピエント

に用いた Ono-Lindseyモデルで心不全モ
デルのコンダクタンスカテーテルを用い
ての心機能計測の手順を unloading時の
PV-loopを描くことにより確認した。 

(2) 急性および慢性心筋梗塞時の PV-loopを
描いた。 

(3) GFP-rat新生児の心筋細胞分離を行い、蛍
光顕微鏡での撮影した。また、
GFP-transgenic ratの新生児心を単一細胞
レベルに分離し、蛍光顕微鏡にて GFPを
同定し、発光程度を確認した。 

(4) GFP新生児心筋をヌードラットに移植し
て１および 2週間後に観察した。 

(5) この研究から派生したその他の成果：微
小循環の研究として麻酔科と共同研究を
行った（Ref. 2, 21, 27）。 ナノテクノロジ
ーをもちいた医用材料の開発では高分子
材料を応用した接着材の開発を試みた
（Ref. 3, 13, 22）。また、ナノテクノロジ
ーを用いた徐放剤の検討を行った(Ref. 
19)、人工臓器と生体材料については引き
続き研究を行い（Ref. 4, 14, 23, 24）、特に
最近問題になっている「体内残留異物」
に注目し調査研究した(Ref. 5)。外科医の
処遇改善について研究し（Ref. 1, 7, 8, 10, 
11）、また、研究費取得と h-indexの関係、
h-indexを用いて評価出来る項目（Ref. 17, 
18）について検討した。基礎研究も行っ
た（Ref. 20）。 
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